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博士論文要旨 
(題目) 定量プロテオミクスを用いたタンパク質性リガンド－輸送関連タンパク質相互
作用に基づく白血球・組織性タンパク質の血液脳関門輸送機構の解明 
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【背景・目的】 
全身性炎症や末梢臓器障害時には、血液脳関門(blood-brain barrier, BBB)を介した脳内
への白血球の遊走や生理活性タンパク質の輸送が、中枢障害の発症に関与する。従って、
中枢病態の発症に関与する BBB の輸送機構を明らかにすることは、BBB の病態生理学
的な役割を解明し、BBB を標的とする治療薬の開発を行ううえで重要な課題である。 
BBB を介した白血球の遊走は、敗血症などの全身性炎症疾患や、多発性硬化症、脳虚
血性疾患など、様々な病態で生じる。脳内に浸潤した白血球は炎症性メディエーターの
産生を介して、神経細胞機能をはじめとする多様な中枢機能障害の発症に関与する。従
っ、BBB を介した白血球の脳内への遊走を阻害することは、中枢障害の発症を抑制す
る上で有効な治療戦略と考えられる。既存の白血球遊走阻害薬の一つであるナタリズマ
ブは、BBB と白血球の細胞間相互作用に関わる白血球上の CD49d を阻害することで、
中枢組織への白血球遊走を阻害する薬剤である。ナタリズマブは再発寛解型の多発性硬
化症患者に適応され、中枢障害の進行を抑制する効果を有する。一方、ナタリズマブは
正常な白血球機能を過抑制し、重篤な感染性副作用(進行性多巣性白質脳症)を引き起こす
ことが知られている。これはナタリズマブに代表される既存の白血球遊走阻害薬が、白血球上
の分子を標的としていることが原因である。従って、こうした重篤な副作用を回避する
上で、BBB側において白血球遊走に機能する分子を阻害標的とする治療戦略が有望である
と考えられる。BBB を介した白血球の遊走機構に関する分子メカニズムは良く研究されており、
接着分子と呼ばれる一群の CD 抗原の働きが重要であることが明らかになっている。しかし、
過去の研究では、複数の接着分子の関与は明らかされてきたが、これまで系統的な機能比較
がなされてこなかった現状がある。従って、BBB を標的とした治療薬開発を行う上では、どの
分子が最も良い阻害標的となるかを明らかにすることが重要である。また、接着分子に限らず、
白血球遊走には BBB における様々な分子の機能変動が関わることが予想される。しかし、こ
れまで、こうした BBBの機能変動に関わる分子機構の網羅的な解析はなされてこなかった。 
また、BBB におけるタンパク質の輸送機構も中枢病態の発症機構に関与することが
知られる。タンパク質の輸送機構は特に、インスリンやトランスフェリンの輸送に代表
されるように、中枢と末梢間のタンパク質を介した脳内恒常性維持機能に重要であると
考えられてきた。一方で、BBB には中枢障害に関わる炎症性サイトカインの輸送機構
が存在することも知られる。BBB を介した血液中から脳内への炎症性サイトカインの
輸送は、認知機能障害の発症に関与することが報告されている(Banks et al, J Pharmacol 
Exp Ther, 299:536-41, 2001)。全身性炎症や末梢臓器障害時には、血液中の炎症性サイト
 
 
カイン濃度の上昇が生じることから、BBBにおける炎症性サイトカインの輸送機構は、
こうした末梢病態時に置ける中枢障害の発症に関わると考えられる。従って、中枢障害
の発症に関わるタンパク質の輸送機構を明らかにすることは、BBB における新たな治
療標的を同定するうえで重要な課題と考えられる。一方、過去の研究では、炎症性サイ
トカインの輸送機構以外に、こうした中枢障害の発症に関わる輸送機構は明らかにされ
ていない現状がある。特に、末梢臓器障害では、多様なタンパク質が障害臓器から血中
へと漏出することが知られているが、これらのタンパク質に対し、BBB がどのように
作用するのかは明らかになっていない。 
 そこで本研究では、BBB を標的とした中枢障害治療薬の開発を目指し、定量プロテ
オミクスを用いて、BBB における i) 全身性炎症時の白血球遊走の阻害標的としてより
有望な分子標的を選定すること及び、白血球遊走に関わる新規の分子変動を解明するこ
と、ii) 新規の末梢臓器由来タンパク質の輸送機構を解明することを目的とした。 
 
【方法】 
BBB における白血球遊走機構の解明では、定量的標的絶対プロテオミクス(QTAP)を
用いてマウス cluster of differentiation (CD)抗原の定量系を構築し、lipopolysaccharide (LPS)
投与マウス単離脳毛細血管(Bcap)及び循環血中単核球(PBMC)におけるタンパク質発現
量解析を行った。BBB における末梢臓器由来タンパク質輸送機構の解明では、網羅的
定量プロテオミクス(SWATH 法)を用いて、肝臓の内因性タンパク質の in vivo BBB 透過
性 screening を行った。さらに同定された候補分子の一つである creatine kinase について、
マウスを用いた in vivo BBB の透過性解析及びヒト脳毛細血管内皮細胞株 hCMEC/D3 を
用いた BBB における輸送機構の輸送特性解析を行った。 
 
【結果・考察】 
全身炎症時 BBB における白血球遊走の阻害標的の選定と新規分子変動の解明 
タンパク質の絶対発現量は、各分子の機能を推定するうえで有用な指標となると考え
られる。そこで本研究ではまず、BBB を介した白血球の遊走過程において、BBB と白
血球の細胞間相互作用に特に重要とされる 10 分子の接着分子の定量系を確立し、LPS
投与マウス Bcap における発現量解析を行った。その結果、CD18, CD29, CD54, CD49d, 
CD102, CD106 の 6 分子の発現量が得られた。一方、CD11a, CD62E, CD62P, CD162 は検
出限界以下であった。発現量が得られた分子の中でも LPS 投与マウス Bcap では CD54
および CD106 の発現量が、それぞれ 6.2 倍、3.7 倍顕著に増加することが示された。ま
た LPS 投与マウス Bcap における分子間の発現量を比較すると、CD54 は CD106 に比較
して、3.6 倍高発現していることが分かった。BBB に発現する CD54 及び CD106 は、そ
れぞれ白血球側に発現する CD11a/CD18 及び CD29/CD49d 複合体と相互作用し、白血球
遊走を誘引する。LPS 投与マウス PBMC におけるこれらの発現量解析を行ったところ、
 
 
CD11a/CD18 は両構成分子とも LPS 投与マウス Bcap における CD54 と近似した発現量
であった。一方で、CD29/CD49d 複合体のうち、CD49d は検出限界以下の発現量であっ
た。従って、白血球上では CD29/CD49d の複合体として発現量は低く、CD106 との相互
作用は、BBB における白血球遊走への寄与は低いと考えられた。以上の結果から、タン
パク質の絶対発現量を基に、BBB における CD54 が全身性炎症における白血球遊走に
おいて有望な阻害標的となることが示唆された。 
 さらに本研究では、より網羅的に CD 抗原の発現量解析を行うため、標的タンパク質
の定量用ペプチドを数珠つなぎにした人工タンパク質を用いて、内標準ペプチドを一斉
合成する手法を構築し、新たに CD 抗原 51 分子の定量系を構築した。本定量系を用い
て LPS 投与マウス Bcap における発現量解析を行った結果、新たに 11 分子(CD9, CD26, 
CD31, CD49a, CD49c, CD49f, CD71, CD82, CD90, CD97, CD98)の発現量を得た。このう
ち、LPS 投与マウス Bcap では、CD9、CD49c、CD97 の 3 分子の発現量が 40-60%減少
していることが初めて明らかになった。これらの分子はいずれも、内皮細胞間の接着機
能への関与が示唆される分子である。従って、全身性炎症時の BBB におけるこれらの
分子の発現量の減少が、BBB の密着結合性に影響を与え白血球の遊走に関与するとい
う新たな分子機構の存在が示唆された。 
 
BBB における末梢臓器由来タンパク質の輸送機構の解明 
 臓器障害時に多様なタンパク質が血液中へと漏出することが知られる肝臓に着目し、
in vivo の BBB 透過性スクリーニングを行った。マウス肝臓細胞質タンパク質を抽出し
ビオチン化標識を行った後、マウスに静脈内投与を行い、脳内に移行したビオチン化タ
ンパク質をアビジンビーズで回収し、SWATH 法を用いて同定解析を行った。その結果、
9 分子のタンパク質が新規の BBB 透過性候補分子として同定された。その中には、
creatine kinase (CK)や aspartate aminotransferase (AST)など、様々な末梢臓器障害時に血中
に漏出することが知られるタンパク質が含まれていた。そこで CK に着目し、BBB 透過
性の validation 解析を行った。 
生体内には CK の細胞質型アイソザイムとして、ホモダイマー型の CK-BB (brain-type)
および CK-MM (muscle-type)および hybrid 型の CK-MB が存在する。そこで、大腸菌を
用いて CK-BB 及び CK-MM リコンビナントタンパク質を合成し、hCMEC/D3 細胞を用
いて transwell 上に作成した in vitro BBB の apical 方向(血液方向)から basolateral 方向(脳
方向)の透過速度を 37℃及び 4℃条件で解析した。すると CK-BB 及び CK-MM の双方
で、僅かに有意ではないものの温度依存的に透過速度が増加することが示された。さら
に、apical 方向から hCMEC/D3 細胞内へと内在化活性を解析すると、CK-BB に比較し
て CK-MM で約 10 倍高いことが示された。従って本結果から、BBB には CK の輸送機
構が存在し、特に CK-MM により親和性を有することが示唆された。 
次に CK-MM に着目し、in vivo の BBB 透過性を解析した。In vivo の解析では、マウ
 
 
スの内因性の CK と投与した CK を区別して解析する必要がある。そこで本研究では、
マウス CK-MM とアミノ酸配列相同性が 98%と非常に高いウサギ CK-MM を用いて、
マウス体内でウサギ CK-MM に特異的なペプチド配列を LC-MS/MS で選択的に解析す
る手法を用いた。ウサギ CK-MM をマウス静脈内に投与し、12 時間後に PBS にて心臓
灌流を行った後、大脳細胞質を調製し、LC-MS/MS で解析を行ったところ、脳内でウサ
ギ CK-MM に特異的なペプチドが検出された。また、integration plot 法を用いて、血液
から脳組織への移行速度を解析したところ、血液から全大脳画分への移行速度と、血液
から大脳実質画分への移行速度が 2 倍程度の差で近似した。一方で、血液から大脳血管
画分への蓄積速度はそれらの 1/10 以下であった。これらの結果から、ウサギ CK-MM は
in vivoにおいて血液中からBBBを透過し、脳実質内へと移行していることが示された。 
 次に BBB における CK-MM の輸送機構を明らかとするため、hCMEC/D3 細胞におけ
る uptake 実験を行った。ウサギ CK-MM を hCMEC/D3 細胞に暴露し、蛍光免疫染色で
ウサギ CK-MM を解析したところ、37℃条件で細胞内への内在化が確認された。4℃で
はその内在化が消失した。既知のタンパク質輸送機構における細胞内への内在化は受容
体介在型エンドサイトーシスを介することが知られる。そこで、各種阻害剤共存下で
hCMEC/D3 細胞におけるウサギ CK-MM の uptake 実験を行ったところ、受容体介在型
エンドサイトーシスに関わるクラスリンおよびカベオラ依存性エンドサイトーシスの
阻害剤(chlorpromazine および MβCD)によって、内在化活性はそれぞれ 59%、55%有意に
阻害された。一方で、基質非選択的なエンドサイトーシス機構であるマクロピノサイトーシス
(amiloride)の阻害剤共存下では内在化活性に変動はなかった。従って、BBB には CK の内
在化機構が存在し、CK は既知のタンパク質輸送機構と同様に受容体介在型トランスサイトー
シスを介したエネルギー依存的な機構で輸送されていることが示唆された。CK は様々な末梢
臓器の障害時に血液中へと漏出し、血中濃度の顕著な増加が生じる代表的なタンパク質の一
つである。従って、BBBにおける CKの輸送機構は、臓器障害時の末梢と中枢間の相互作用
に関与する可能性が示唆される。今後、その病態生理学的な意義を明らかにしていくことで、
CKの輸送機構が、末梢障害を起因とする中枢障害の治療標的となる可能性が考えられる。 
 
【結論】 
本研究おいて、タンパク質の絶対発現量に基づく解析から、全身性炎症時の BBB に
おける白血球遊走阻害標的として CD54 が有望な阻害標的分子となることが示唆され
た。また、全身性炎症時の BBB において CD9、CD49c、CD97 の発現量が減少すること
が初めて明らかとなり、これらの変動が白血球遊走に関わる可能性が示された。さらに、
末梢臓器障害時において血中へ漏出する代表的なタンパク質である CK について、in 
vivo の BBB を透過することを証明し、また BBB にその輸送機構が存在することを明ら
かにした。本研究は、中枢病態発症に関与する新たな BBB の役割の解明に繋がり、BBB
を標的とした治療薬開発の一助となることが期待される。 
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血液脳関門(BBB)を介した脳内への白血球の遊走やタンパク質の輸送は中枢障害の発症
に関与する。BBB の病態生理学的な役割を解明し、BBB を標的とした治療薬開発を行うう
えで、これらの機構を明らかにすることは重要な課題である。本研究は定量プロテオミク
スを用いて、BBB における i)白血球遊走の阻害標的として有望な分子を選定し分子変動を
解明すること、ii)新規の末梢臓器由来タンパク質の輸送機構を解明することを目的とした。 
BBB を介した白血球遊走には、cluster of differentiation(CD)抗原の関与が重要であること
が知られる。LC-MS/MS を用いて CD 抗原 61 分子のタンパク質定量系を構築し、
lipopolysaccharide(LPS)投与によって作成した全身性炎症マウスの単離脳毛細血管(Bcap)に
おけるタンパク質発現量を解析した。その結果、17 分子の発現量が得られ、LPS 投与マウ
ス Bcap において CD54 及び CD106 がそれぞれ 6.2 倍、3.7 倍顕著に増加し、CD9, CD49c, 
CD97 が 40-60%減少した。BBB に発現する CD54 及び CD106 は、白血球に発現する
CD11a/CD18 及び CD29/CD49d 複合体とそれぞれ相互作用し遊走を誘引する。そこで循環
血中単核球における解析を行ったところ、CD11a/CD18 のタンパク質発現量は両構成分子
とも CD54 に比較して約 1/3 倍であった。一方、CD29/CD49d では CD49d は検出限界以下
であった。従って、BBB 上の CD106 と白血球上の CD29/CD49d 間相互作用は白血球遊走
への寄与は低いと考えられ、BBB 上の CD54 が全身性炎症時の白血球遊走阻害標的として
有望であることが示唆された。CD9, CD49c, CD97 は細胞間接着機能への関与が示唆される
分子である。従って、これらの発現量の減少が全身性炎症時の BBB における細胞間接着機
能の低下に寄与し、白血球遊走へ関与することが示唆された。 
末梢臓器障害時には、血液中へ漏出した炎症性サイトカインが BBB を介して脳内へ輸送
され、中枢機能障害の発症に関与すると考えられる。これまでこうした中枢障害の発症に
関わる他のタンパク質の輸送機構は解明されていない。網羅的定量プロテオミクスを用い
て肝臓由来タンパク質の BBB 透過性 screening を行った結果、9 分子の BBB 透過候補分子
が同定された。その中には、様々な末梢臓器障害時に血液中へと漏出することが知られる
creatine kinase(CK)が含まれていた。そこで、CK の BBB 透過性解析を行った結果、CK は
マウス in vivo BBB を血液から脳方向に透過し、また BBB にはエネルギー依存的な CK の
輸送機構が存在することが明らかとなった。 
本研究は、定量プロテオミクスの手法を用いて、白血球遊走に関わる BBB の機能変動
と、BBB における新規のタンパク質輸送機構を解明した。本成果は中枢障害の発症に関わ
る BBB の新たな病態生理学的な役割の解明につながる研究として高く評価できる。 
よって、本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める。 
